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หน่วยงาน : ……………………………… คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล ...........................................  
 
1. การด าเนินงาน (ด าเนินงานตามแผนงานที่ได้วางไว้ทุกประการ ) 
 ขอส่งรายงานท่ีได้ด าเนินการมาทั้งหมด ตลอดเวลา 3 ปี ซึ่งแบ่งเป็นโครงการวิจัยย่อย 3 เรื่อง และ
ช่วงขาดเงินวิจัยเกือบ 2 ปี (28 กันยายน 2552 ถึงวันท่ี 19 กรกฎาคม 2554) และทางโครงการวิจัยได้เขียน 
manuscript เพื่อเตรียมส่งตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติ 2 เรื่อง ดังที่แนบมาด้วย  
 
2. สรุปผลการด าเนินงาน  
 โครงการชีววิทยาของเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทและการรักษาโรคระบบประสาทด้วยเซลล์ต้น
ก าเนิดบ าบัด (Neurol Stem Cell Biology and Stem Cell Therapy in Nerurological Disorders) ที่ได้
ด าเนินการวิจัยตลอดเวลา 3 ปีท่ีผ่านมาได้สรุปผลและแยกเป็นโครงการวิจัยย่อยๆ ได้ 3 โครงการ พร้อมทั้ง
ได้แนบรายละเอียดมาด้วย 3 เรื่อง คือ  
  1. การแยกและการศึกษาคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดชนิด Mesenchyme ที่ได้จาก umbilical 
cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta ในการพัฒนาไปเป็นเซลล์ประสาท (Isolation, 
Characterization and Neural Differentiation Potential of Mesenchymal Stem Cells derived from 
umbilical cord, Wharton’s jelly. Amnion and Placenta)  
  2. A Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled Trial of Granulocyte Colony Stimulating 
Factor (G-CSF) for the Treatment of Acute Ischemic Stroke   
  3. Control Trial of STEM Cell Transplantation in Amyotrophic Lateral Sclerosis (STEM-ALS)  
 
3. ท่านได้พบอุปสรรคในการด าเนินงานหรือไม่ ถ้าพบกรุณาระบุว่ามีอะไรบ้าง และได้แก้ไขอย่างไรบ้าง  
  1 . ยังไม่ได้รับเงินวิจัยงวดที่ 5, 6, 7 โดยไม่ทราบเหตุผลว่าท าไมจึงไม่ได้เงินวิจัยในงวดดังกล่าว  แม้
ได้เคยสอบถามมาหลายหนก็ไม่ได้ค าตอบจาก สกว.  
  2 . จ านวนงินที่ขออนุมัติเบิกคือ งวดที่ 5 จ านวนเงิน 672,440 บาท, งวดที่ 6 จ านวนเงิน 484,360 
บาท, งวดที่ 7 จ านวนเงิน 90,000 บาท, รวม 1,246,800 บาท  
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รูปแบบ Abstract (บทคัดย่อ) 
 
ชื่อโครงการ    การแยกและการศึกษาคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดชนิด Mesenchyme ที่ได้จาก 
                        umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta ในการพัฒนาไปเป็นเซลล์ประสาท 
 
                         (Isolation, Characterization and Neural Differentiation Potential of Mesenchymal 

Stem Cells derived from umbilical cord, Wharton’s jelly. Amnion and Placenta) 
 
  Mesenchymal stem cell (MSCs) จัดเป็นเซลล์ต้นก าเนิดชนิด Adult stem cell ที่พบในไขกระดูก
ร่วมกับ Hematopoietic stem cells (HSCs) MSC มีจ านวนประมาณ 0.001-0.01% ของจ านวนเซลล์
ทั้งหมดในไขกระดูก (Pittenger, 1999)  MSCs สามารถที่จะน ามาเลี้ยงเพื่อเพิ่มจ านวนได้อย่างรวดเร็ว และ
สามารถพัฒนาเป็นเซลล์ได้หลายชนิดอาทิเช่น เซลล์กระดูก (Pittenger, 1999; Quirici, 2002; Kern, 2006), 
เซลล์กระดูกอ่อน (Quirici,2002) เซลล์ไขมัน (Pittentger, 1999; Quirici, 2002; Kern, 2006 และ  เซลล์
ประสาท (Kim, 2006) ปัจจุบันมีการน า MSCs มาใช้ในการปลูกถ่ายร่วมกับ HSCs โดยมีหลักฐานบ่งชี้ว่า 
MSCs สามารถช่วยให้การ engraft เนื้อเยื่อของ HSCs ดีขึ้น (Horwitz, 1999;  Liechty, 2000; Fouillard, 
2007) รวมท้ังยังสามารถช่วยลดการเกิด Graft versus host disease (GVHD) ในผู้ป่วยที่ได้รับการปลูก
ถ่ายไขกระดูกอีกด้วย (Le Blanck, 2003; Ringden, 2006) อย่างไรก็ตามการแยก MSCs จากไขกระดูกเพื่อ
น ามาใช้ในการปลูกถ่ายดังกล่าวมีความยุ่งยากต้องใช้ทักษะและความช านาญอย่างสูงและต้องเจาะไขกระดูก
ผู้บริจาค ด้วยเหตุนี้การศึกษาเพื่อหาวิธีการแยก MSCs จากแหล่งอื่นๆจึงมีความส าคัญ 
  จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่านอกจากไขกระดูกจะเป็นแหล่งของ MSC แล้วยงัสามารถแยก MSC 
ได้จากแหล่งอื่นได้แก่ เนือ้เยื่อสายสะดือ (umbilical cord)  Wharton’s jelly และ เส้นเลือดสายสะดือ 
(umbilical vein) (Tondreau, 2005) การแยก MSC จากแหล่งดังกล่าวมีขอ้ดีคือสามารถท าได้สะดวก 
และไม่ต้องเจาะไขกระดูก อยา่งไรก  ็ตามการเพาะเลี้ยง MSC จาก umbilical cord, Wharton’s jelly, 
Amnion, และ Placenta ยงัมีปัญหาการปนเป้ือน จากเซลล์ชนิดอื่นๆ ในปริมาณค่อนขา้งมาก   
  นอกจากนีก้ารศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติของ MSC ที่แยกได้จากแหล่งอื่นๆ 
ดังกล่าวยงัมีน้อยมาก ด้วยเหตุนี ้การพัฒนาวิธีการแยก MSC จาก umbilical cord, Wharton’s jelly, 
Amnion, และ Placenta รวมทั้งการศึกษาเปรียบเทียบ คุณสมบัติของ MSC ที่แยกได้ จากแหล่งดังกล่าว 
ทั้งในแง่ความสามารถในการแบ่งตัว  เพิ่มจ านวน และ ความสามารถ ในการเจริญพัฒนาไปเป็น 
เซลล์กระดูก เซลล์กระดูกอ่อน เซลล์ไขมัน และ เซลล์ประสาทจึงมีความส าคัญ  
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วัตถุประสงค์ของโครงการ  

        วัตถุประสงค์ทั่วไป 

            เพ่ือแยกและศกึษาคณุสมบัต ิของ MSCs ที่ได้จาก umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, 
และ Placenta 

        วัตถุประสงค์เฉพาะ 
1. เพื่อศึกษาวิธีการแยก MSCs ที่ได้จาก umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ 

Placenta 
2. เพื่อศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลบนพื้นผิวเซลล์ (CD90, CD73, CD105, CD106) ของ 

MSCs ที่แยกจาก umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta เปรียบเทียบกับ 
MSCs ในไขกระดูก 

3. เพื่อศึกษาความสามารถในการพัฒนาเป็นเซลล์กระดูกและเซลล์ไขมัน ของ MSCs ที่แยกได้
จาก umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta เปรียบเทียบกับ MSCs ในไข
กระดูก 

4. เพื่อศึกษาความสามารถในการพัฒนาเป็นเซลล์ประสาทของ MSCs ที่แยกได้จาก umbilical 
cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta เปรียบเทียบกับ MSCs ในไขกระดูก 

 
ผลการทดลอง 
1. คณะผู้วิจัยประสบความส าเร็จในการแยก MSCs จาก umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ 

Placenta 
 

  ผู้วิจัยน าเนื้อเยื่อ umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta มาแยกเป็น single cell 
ด้วยวิธี enzyme digestion หลังจากได้ single cell suspension จ านวน 5x107  เซลล์ น าเซลล์ที่ได้มาเลี้ยง
ต่อใน 6-well plate ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco's Modification of Eagle's Medium (DMEM)+10% 
(v/v) Fetal bovine serum (FBS) โดยท าการ seed cell ที่ความหนาแน่น 1.5x106 cells/cm2  หลังจากเลี้ยง 
MNCs ได้ประมาณ 12 วัน จะพบเซลล์ลักษณะคล้ายกระสวย (spindle-shaped cells) (ลูกศรสีเหลือง) เซลล์
ชนิดที่สองมีลักษณะกลมใหญ่ (ลูกศรสีขาว) (รูปที่ 1A) โดย spindle-shaped cells ที่ได้มีลักษณะใกล้เคียง
กับ MSCs ที่แยกได้จากไขกระดูก (รูปที่ 1B)   ทั้ง spindle-shaped cells (ลูกศรสีเหลือง) และ osteoclast-
like cells (ลูกศรสีขาว) ยังคงมีรูปร่างและอัตราส่วนเช่นเดิมภายหลังการ subculture 3 ครั้ง (รูปที่ 2) 
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รูปที่ 1    ลักษณะของเซลล์ที่แยกจาก umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta หลังการ

เลี้ยงเป็นเวลา 12 วัน (รูป A ก าลังขยาย 100 เท่า) รูป B แสดงลักษณะของ MSC ที่แยกได้จากไข
กระดูก (รูป B ก าลังขยาย 200 เท่า)  

A
. 

B
. 
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รูปที่ 2 ลักษณะของเซลล์ที่แยกจาก umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta หลังการ

เลี้ยงและเพิ่มจ านวนไป 3 passages  
 

2. MSCs ที่สกัดได้จาก umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta มีการแสดงออกของ
โมเลกุลบนพื้นผิวเซลล์ในรูปแบบที่เหมือนกับ MSC ที่สกัดได้จากไขกระดูก 
 
  คณะผู้วิจัยท า การศึกษาคุณลักษณะทางด้านการแสดงออกของโมเลกุลบนพื้นผิวเซลล์ ของ MSCs 
ทีแ่ยกได้จากไขกระดูก umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta โดยใช้  flow 
cytometer พบว่า MSCs ที่แยกได้จาก 2 แหล่งดังกล่าวมีการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่มี
ความจ าเพาะต่อ MSCs คือ CD90 (Thy-1), CD105 (SH2) และ CD73 โดยไม่มีการแสดงออกของ
โมเลกุลบนผิวเซลล์ที่มีความจ าเพาะต่อ HSCs (รูปที่ 3) 
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รูปที่ 3 การแสดงออกของโมเลกุลบนพื้นผิวเซลล์ ของ MSCs ทีส่กัดได้จากไขกระดูก umbilical cord, 
Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta 
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3. ศึกษาความสามารถในการพัฒนาเป็นเซลล์กระดูก เซลล์ไขมัน และ เซลล์ประสาท ของ MSCs ที่แยกได้

จากไขกระดูก umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta เปรียบเทียบกับ MSC ในไข
กระดูก 

 
  ผู้วิจัยพบว่า MSCs ที่แยกได้จาก umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta 
มีความสามารถในการเจริญพัฒนาไปเป็น เซลล์กระดูก (รูปที่ 4) และ เซลล์ไขมัน (รูปที่ 5) ภายหลัง 
น ามาเพาะเลี้ยงในน้ ายาที่มีความจ าเพาะเชน่เดียวกับ MSCs ที่แยกได้จาก ไขกระดูก  
 
  นอกจากนีย้งัพบว่า ภายหลังได้รับการเหนีย่วน า AM-MSCs สามารถเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ที่ 
มีลักษณะคล้ายเซลล์ประสาททั้งทางด้านรูปร่างและการแสดงออกของ neural markers คือ MAP-2, GFAP 
และ β-tubulin III ทั้งในระดับ RNA และ โปรตีน 
 
 
ข้อสรุป  
 
  จากการศึกษาในครั้งนี้ พบว่าใน umbilical cord, Wharton’s jelly, Amnion, และ Placenta มีเซลล์
ที่มีคุณสมบัติของ MSCs อยู่ ด้วยเหตุผลดังต่อไปนี้ 1) UC-MNCs, WJ-MSCs, AM-MSCs และ PL-MSCs 
มีการแสดงการออกของ MSCs marker ทั้ง CD 90, CD 73 และ CD105 2) UC-MNCs, WJ-MSCs, AM-
MSCs และ PL-MSCs มีความสามารถในการเกิดโคโลนีท่ีมีบักษณะคล้าย MSCs 3) UC-MNCs, WJ-
MSCs, AM-MSCs และ PL-MSCs มีความสามารถในการเจริญพัฒนาไปเป็น เซลล์กระดูก เซลล์ไขมัน และ 
เซลล์ประสาทได้เช่นเดียวกับ MSC ที่แยกได้จากไขกระดูก จึงสรุปได้ว่า UC-MNCs, WJ-MSCs, AM-
MSCs และ PL-MSCs ดังกล่าวมีคุณสมบัติใกล้เคียงกับ MSC ที่แยกได้จากไขกระดูกและน่าจะสามารถ
น ามาประยุกต์ใช้ในทางคลินิคเพื่อทดแทน MSC ที่แยกได้จากไขกระดูก ในอนาคต 
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รูปที่ 4  ความสามารถในการเจริญพัฒนาของ MSCs ที่แยกได้จาก ไขกระดูก umbilical cord, Wharton’s 
jelly, Amnion, และ Placenta ไปเป็นเซลล์กระดูก  (A, C, E, G, I) MSCs ที่ไม่ถูก induced ด้วย OsteoDiff 
medium และย้อมด้วย Alkaline phosphatase (B, D, F, H, J) BM-MSCs ที่ได้รับการ induced ด้วย 
OsteoDiff medium และย้อมด้วย Alkaline phosphatase 
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รูปที่ 5  ความสามารถในการเจริญพัฒนาของ MSCs ที่แยกได้จาก ไขกระดูก umbilical cord, Wharton’s 
jelly, Amnion, และ Placenta ไปเป็นเซลล์ไขมัน  (A, C, E, G, I) MSCs ที่ไม่ถูก induced ด้วย AdipoDiff 
medium และย้อมด้วย Oil red-O (B, D, F, H, J) BM-MSCs ที่ได้รับการ induced ด้วย AdipoDiff medium 
และย้อมด้วย Oil red-O 
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รูปที่ 6  ความสามารถในการเจริญพัฒนาของ MSCs ที่แยกได้จาก Amnion และ ไขกระดูก ไปเป็นเซลล์
ประสาท (A, C) MSCs ที่ไม่ถูก induced ด้วย Neural differentiation medium (B, D) MSCs ที่ไม่ถูก 
induced ด้วย Neural differentiation medium ไม่มีการแสดงออกของ neural marker MAP-2 (F, J) MSCs 
ที่ไม่ถูก induced ด้วย Neural differentiation medium ไม่มีการแสดงออกของ neural marker β-Tubulin 
III (E, I) MSCs ที่ถูก induced ด้วย Neural differentiation medium มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นเซลล์ที่มี
รูปร่างคล้ายเซลล์ประสาท (G, K) MSCs ที่ถูก induced ด้วย Neural differentiation medium มีการ
แสดงออกของ neural marker MAP-2 (H, L) MSCs ที่ถูก induced ด้วย Neural differentiation medium มี
การแสดงออกของ neural marker β-Tubulin III 
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รูปที่ 7  Quantitative real-time PCR ตรวจพบการแสดงออกของ neural specific mRNA, MAP-2, β-
tubulin III and GFAP ใน BM-MSCs และAM-MSCs ที่ถูก induced ด้วย Neural differentiation medium 
เป็นเวลา 3 วัน 
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Control trial of STEM Cell Transfusion in Amyotrophic Lateral Sclerosis 
(STEM-ALS) 

Aim: To study the efficacy and safety of stem cell transfusion via cerebral angiogram in patients 
with ALS 
Study design: Randomized, double blinded, controlled trial 
Method: ALS patients attended the neurology clinic at Siriraj Hospital were enrolled from August 
2007 – April 2009 according to the inclusion and exclusion criteria.  The patients then were 
randomized and assigned to the stem cell transfusion group and placebo group at a ratio of 2:1. 
Bone marrow was harvested from both iliac crests in the operating room and stem cells were 
extracted from the specimen.  20 ml of extracted stem cells were then infused via angiogram at an 
affected segment of spinal cord (anterior spinal artery) and/ or brain stem (vertebral artery).  An 
equal volume of patient’s plasma was infused in the placebo group. 
 All enrolled patients were assessed by examiners at baseline, 2,4,8 and 12 months after 
stem cell transfusion.  Assessment included the maximal voluntary isometric contraction (MVIC) of 
different muscle groups, % predicted force vital capacity, and ALS Functional Rating Scale-Revised 
(ALSFRS-R) scores for each visit.  Patients were also monitored for possible adverse events 
during all visits.  
Results: Total of 25 ALS patients were included in the study.  17 patients were randomized to 
receive stem cell transfusion and 8 patients were randomized to receive placebo as a control 
group. Only 8 (47.1%) and 2 (25%) subjects completed all assessments according to the protocol 
at 12-month follow-up visit in SCT group and placebo group, respectively. However, 11 (64.7%) 
and 6 (75%) subjects were able to complete the ALSFRS at 12-month follow up visit (interviewed 
via the telephone). 
 At 12 months, arm megascore as well as leg megascore, grip megascore, % predicted 
FVC, and ALSFRS-R declined at the non-significantly different rates. There was also no difference 
in days to survival end and the all-cause mortality between the two groups.  No difference in 
prevalence of adverse effects was observed between the treatment group and the control group. 
 Although this study has failed to demonstrate any beneficial effects of stem cell transfusion 
for treatment of patients with ALS, the study might provide another method of stem cell delivery to 
the target sites for further trials of stem cells in ALS patients. 
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การศึกษาประสิทธภิาพของการฉีดเซลล์ต้นก าเนิดเข้าในหลอดเลือดบริเวณไขสันหลังใ
น ผู้ป่วยโรคเซลล์ประสาทไขสันหลังเส่ือม (amyotrophic lateral sclerosis) 

 
วัตถุประสงค์ : เพื่อศึกษาประสิทธิภาพและความปลอดภยัของการฉีดเซลล์ต้นก าเนิดเขา้ในหลอดเลือด 
บริเวณไขสันหลังในผูป่้วยโรคเซลล์ประสาทไขสันหลังเสื่อม  
วิธีการศึกษา : เป็นการศึกษาแบบ randomized double blinded, controlled trial โดยคัดกรองผูป่้วยโรค 
ALS ที่เขา้รับการรักษาที่โรงพยาบาลศิริราช ระหว่าง 1 กันยายน 2550 ถึง 1 เมษายน 2552   
  ผูป่้วยที่สามารถเขา้เกณฑก์ารวิจัยจะถูกสุ่มแบ่งกลุ่มเป็นกลุ่มผูป่้วยที่ได้รับการฉีดเซลล์ต้นก าเนิด 
และกลุ่มเปรียบเทียบที่ไม่ได้รับการฉีดเซลล์ต้นก าเนิดในอัตรา 2:1 
  ผูป่้วยกลุ่มศึกษาได้รับการฉีดเซลล์ต้นก าเนิดปริมาณ 20 ลบ.ซม. ซึง่ถูกเตรียมจากเซลล์เม็ดเลือด 
ที่ท าการเจาะจากไขกระดูกเขา้ทางหลอดเลือดไขสันหลัง หรือหลอดเลือดที่ไปเลี้ยงบริเวณก้านสมองผ่าน 
ทาง cerebral angiogram ส่วนผูป่้วยกลุ่มควบคุม ได้รับการฉีดพลาสมาปริมาณเท่ากันเขา้ทาง cerebral 
angiogram ผูป่้วยทั้งสองกลุ่มได้รับการตรวจประเมินโดยแพทยส์าขาประสาทวิทยาเม่ือเขา้ร่วมการศึกษา  
และที่ 2, 4, 8 และ 12 เดือนหลังจากได้รับการฉีดเซลล์ต้นก าเนิด โดยแต่ละครั้งของการประเมิน มีการวัดค่า 
maximal voluntary isometric contraction (MVIC) ของกล้ามเนือ้กลุ่มต่างๆ, % predicted force vital 
capacity, และ ALS Functional Rating Scale-Revised (ALSFRS-R) และมีการติดตามผลข้างเคียง 
จากการรักษา 
ผลการศึกษา : ได้ท าการศึกษาในผูป่้วยทั้งหมด 25 ราย โดยแบ่งเป็นกลุ่มศึกษา 17 ราย และกลุ่ม ควบคุม 
8 ราย เม่ือสิ้นสุดการศึกษาที่ 12 เดือน มีผูป่้วย 11 ราย(64.7%)จากกลุ่มศึกษา และ 6 ราย(75%) 
จากกลุ่มควบคุมที่ สามารถติดตามประเมิน ALSFRS-R ได้ที่ 12 เดือน แต่มีผูป่้วยเพียง 8 ราย(47.1%) 
จากกลุ่มศึกษา และ 2 ราย(25%) จากกลุ่มควบคุมที่สามารถมาตรวจติดตามวัดค่าต่างๆ ได้ครบ 
 จากการศึกษาพบว่าอัตราการลดลงของ MVIC ของกล้ามเนือ้กลุ่มต่างๆ,  % predicted force vital 
capacity, และ ALS Functional Rating Scale-Revised (ALSFRS-R) ไม่มีความแตกต่างกัน 
อยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการศึกษาและกลุ่มควบคุมรวมทั้งไม่มีความแตก  
ต่างกันของอัตราการตาย และผลขา้งเคียงของการรักษาระหว่างผูป่้วยสองกลุ่ม 
 การศึกษานีเ้ป็นการศึกษาแรกที่ท าการศึกษาประสิทธิภาพและความปลอดภยัของการฉีด เซลล์ 
ต้นก าเนิดเขา้ในหลอดเลือดบริเวณไขสันหลังโดยผ่านทางcerebral angiogramในผูป่้วยโรค ALS ถึงแม้จะ
ไม่พบว่าการรักษานี้มีประสิทธิภาพชัดเจน แต่อาจแนวทางหนึง่ในการฉีดเซลล์ ต้นก าเนิดที่สามารถน ามา 
ประยกุต์ใชไ้ด้หากจะมีการท าการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการใชเ้ซลล์ต้น ก าเนิดในผูป่้วย ALS ในอนาคต 
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Introduction 
  Amyotrophic lateral sclerosis is a fatal progressive neurodegenerative disorder 
characterized by selective loss of motor neurons in the motor cortex, brainstem, and spinal cord. 
Median survival for this condition is normally between 3 to 5 years. The mechanisms and 
processes responsible for the selective loss of motor neurons are still unknown other than in rare 
cases of familial ALS, which occurs from mutations in the superoxide dismutase -1 gene that gives 
rise to toxicity from intracellular aggregates due to mutant superoxide dismutase-activity(1). Many 
theories of pathogenesis have been proposed - including oxidative stress, inflammation, glutamate-
mediated excitotoxicity, axonal strangulation from cytoskeletal abnormalities, loss of trophic factor 
support, mitochondrial dysfunction and abnormal protein aggregation-based on studies of human 
post mortem tissue, research on animal models, and in vitro work(1, 2). Clinical trials have as yet 
failed to identify any truly effective therapies in ALS, with only riluzole, an inhibitor of neuronal 
glutamate release, providing a modest improvement in survival(1, 3). Ongoing trials are exploring the 
value of antiglutamatergic agents, including the cephalosporin antibiotic ceftriaxone, as well as 
antioxidants, anti-inflammatory agents(4), mitochondrial enhancers and anti-apoptotic drugs. Gene 
therapy with neurotrophic factors will soon be in clinical trials(1).  
  In the past few years, neuronal stems and precursors can be isolated in vitro, thus allowing 
expansion and controlled differentiation of selective populations of neuronal cells(5).  Since then, 
research on stem cells has expanded greatly as a tool to develop potential therapies to treat 
incurable neurodegenerative diseases. Stem cell transplantation has been effective in several 
animal models, but the underlying restorative mechanisms are still unknown. Several mechanisms 
such as cell fusion, neurotrophic factor release, endogenous stem cell proliferation, and 
transdifferentiation may explain positive therapeutic results, in addition to replacement of cell loss(6). 
In chimeric transgenic mice, Albert Clement and colleagues showed that SOD1 mutant neurons 
survived longer when surrounded by a wild-type environment. Damaged mutated glial and neuronal 
cells, therefore, could act in concert to provoke disease, in contrast with in mutant neurons in wild 
type environment, which failed to induce motor neuron degeneration(7). Preliminary stem cell 
transplantation trials had already been performed in animal models(6). Infusion of human umbilical-
cord-blood mononuclear cells and bone-marrow stem cells substantially increased the lifespan of 
the SOD1G93A mouse in a dose dependent manner, although no human DNA was detected in the 
host tissues. Human umbilical-cord-blood cells, given intravenously to presymptomatic SOD1G93 
mice, migrated preferentially towards degenerated neuronal sites, and to peripheral organs. An 
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overall neuroprotective effect was suggested as the cause of the observed benefits(7). The recent 
breakthroughs in stem cell research might nevertheless provide possibilities for neural implantation 
and cell replacement therapy for patients with ALS(8).  
  All are agreed that there is pressing need for an effective treatment for ALS. Such 
treatment may derive from a combination of therapeutic strategies aimed at different aspects of the 
disorder, and might include drugs directed at the initial, intermediate or terminal cascade of events 
leading to cell death, as well as the use of stem cells to replace dead motor neurons, or to protect 
those that remain(8). Stem cell technology is at an early stage but the desperate need for a therapy 
in ALS patients may legitimize clinical trials in absence of conclusive scientific evidence(5). 
 Based on these preclinical data, we conducted a controlled clinical trial to determine 
whether stem cell transfusion restores, slows, or even stops disease progression and whether it is 
a safe method that could be used in research for treatment of patients with ALS. 
 
Methods 
Patient population and study design 
 STEM-ALS was a pilot double-blind, parallel-group trial that enrolled patients from Siriraj 
Hospital. Patients were eligible for inclusion in the study if they were at least 18 years of age, had 
received a diagnosis of familial or sporadic ALS according to El Escorial World Federation of 
Neurology revised criteria for the diagnosis of amyotrophic lateral sclerosis(9), were able to measure 
maximal voluntary isometric contraction (MVIC) for at least 4 out of 8 arm muscle groups (bilateral 
shoulders and elbows flexion and extension) (10), and must had the symptoms for less than 5 years. 
A stable dose for at least 30 days of riluzole before baseline visit was allowed to continue the drug 
of that dose during trial. Numbers of patients enrolled and randomly assigned to each study groups 
were shown in Fig. 1. The inclusion and exclusion criteria were summarized in Table 1. The trial 
protocol was approved by the institutional ethic committee at Siriraj Hospital (SiEC number 
175/2550). All patients or legally authorized representatives gave written informed consent before 
enrollment.  
 
Randomization and intervention                   
 At the screening visit, all newly-diagnosed ALS patients at Siriraj Hospital were advised 
regarding the trial and explained the study design. Eligible patients were randomly assigned, in a 
2:1 ratio, to receive stem cell transfusion (SCT), via spinal angiogram, or placebo. All site 
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investigators, coordinators and clinical evaluators were blind to treatment assignment throughout 
the study. Bone marrow harvest from both iliac crests was performed in an operating room by 
trained investigational hematologist under generalized anesthesia. Stem cells from the 200 ml 
aspirated bone marrow (CD-34) were extracted and used as autologous stem cell transplantation. 
The extracted stem cell (20 ml) was then infused trans-angiographically via right femoral artery at 
an affected segment of spinal cord (anterior spinal artery) and/or brainstem (vertebral artery) in the 
intervention group. An equal volume of patient’s plasma was infused in the placebo group.  
 
Concomitant therapies 
 Treatment with riluzole after stem cell or plasma had been transfused was permitted, if the 
drug had been taken for at least 30 days before enrollment. However, other drugs were prohibited 
if they were currently being investigated for the efficacy in the treatment for ALS. 
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Figure 1. Numbers of patients, who were enrolled, randomly assigned to a study group, and 
included in the per-protocol population. 
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Table 1. Inclusion and Exclusion criteria 
Inclusion criteria 

1. Age, 18 years or older 
2. Diagnosis of familial or sporadic ALS  
3. Able to measure maximal voluntary isometric contraction (MVIC) for at least 4 out 

of 8 arm muscle groups (bilateral shoulders and elbows flexion and extension) 
4. Time of symptom onset less than 5 years before enrollment 
5. A stable dose for at least 30 days of riluzole before baseline visit was allowed to 

continue the drug of that dose during trial 
Exclusion criteria 

1. Require ventilator support 
2. Taken other investigational drugs 
3. Patients with physical disability from other neurological or musculoskeletal 

disorders 
4. End-stage organ failure, evidence of malignant diseases 
5. Angiographic procedure was unable to be performed 
6. Presence of intracranial or spinal cord tumor 
7. Pregnancy 
8. Unwilling to sign the informed consent 

 
 
 
 
 
Clinical assessment 
 All enrolled patients were assessed by examiners, who were unaware of the treatment 
assignment. Assessments were made at baseline visit, 2, 4, 8, and 12 months after stem cell 
transfusion. Data on demographic information (age, sex, race), family history of ALS, concurrent 
anti-glutamatergic therapy (riluzole), time since symptom onset to enrollment, time since symptom 
onset to diagnosis given, affected part of body at disease onset (i.e., bulbar and limb onset) were 
collected at baseline visit. All included patients must have had screening CT or MRI to exclude 
silent central nervous system (CNS) tumor. Blood sample, taken for analysis of complete blood 
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count, serum electrolyte, blood urea nitrogen, creatinine, and coagulogram, and chest X ray were 
performed as a part of preoperative evaluation. Initial assessments included the maximal voluntary 
isometric contraction (MVIC), a standardized, validated measurement of muscle strength that was 
previously used in prior clinical trials in patients with ALS(10). The baseline MVIC values were 
accessed from eight arm muscle groups (bilateral shoulder adduction and abduction, bilateral 
elbow flexion and extension), MVIC of ten leg muscle groups (bilateral hip flexion and extension, 
bilateral knee flexion and extension, bilateral ankle dorsiflexion), and MVIC of bilateral hand grip 
muscles. Examiner was trained and certified in the measurement of MVIC. We tested the MVIC of 
each muscle group for two times at the same visit, and chose the better raw score as the 
accounting score for that visit. ALS Functional Rating Scale-Revised (ALSFRS-R), a 10-item scale, 
was used to measure the patient’s functional ability in performing basic activities of daily living(11). 
Total scores on the ALSFRS-R range from 0 to 40, with higher values reflecting more severe 
functional disability. Breathing capability was measured by %predicted forced vital capacity (FVC). 
In addition, the patient’s clinical condition was monitored for the first 24 hours after angiographic 
procedure to observe any immediate procedural- and stem-cell-related adverse events. During the 
follow-up period, MVIC, ALSFRS-R and %predicted FVC were performed at 2 months, 4 months, 8 
months and 12 months after the treatment. Additional neuroimaging would be performed in case 
the study neurologist suspected an occurrence of CNS tumor(12).    
 
Outcome measures 
 The primary efficacy end point was the rate of decline in the arm muscle strength at month 
12, as assessed by means of arm megascore, modified from arm megascore defined in other 
article (13), which was an average value of MVIC of the aforementioned eight arm muscle groups. 
Significant reduction in the rate of decline in muscle power was defined as a reduction of at least 
30% slower in one treatment group than the other treatment group. The secondary efficacy end 
point included; 1.) the rate of decline in leg muscle strength at month 12, as assessed by means of 
leg megascore which was an average value of MVIC of the above ten leg muscle groups; 2.) the 
rate of decline in grip muscle strength at month 12, as assessed by means of grip megascore 
which was an average value of MVIC of the bilateral grip muscle; 3.) the rate of decline in 
%predicted FVC at month 12; 4.) survival outcome, as defined as death rate, tracheostomy, or 
permanent assisted ventilation, at month 12.  Further functional end point was the rate of decline in 
ALSFRS-R at month 12.  
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  Safety end points included overall procedural- and stem-cell-transfusion related 
complications, and other serious adverse events. 
 
  
Statistical analysis 
  The sample size was based on the expected average decline in arm megascore and 
standard deviation obtained from the recently reported trials of topiramate(13), creatine(14) and 
celecoxib (15) in ALS. Power analysis of these data showed that a cohort of 59 subjects per group 
studied for 12 months would have an 80% chance of detecting a 30% decrease in the rate of 
decline in arm megascore at a two-sided significance level of 0.05. In May 2009, after 25 patients 
had been enrolled, we decided to stop enrolling more cases with the reason of slow rate of case 
recruitment. With these small subjects, we might not have provided the efficacy difference, or a 
chance to detect any side effect that occurs less frequent than 5% per annum. The ratio of 2:1, 
with using computer-generated method, was chosen to enhance subject recruitment because this 
design would minimize the number of patients given placebo, and also provided more safety 
information on the use of SCT in patients with ALS for 12 months.  
  Based on the intent-to-treat principle, the data set for analysis included all randomized 
subjects. Analysis of primary and secondary outcome variables used analysis for repeated 
measures. For the analysis of mortality, survival curves were plotted using the method of Kaplan-
Meier and test for a treatment effect using a log-rank test. The survival analysis is adjusted for 
baseline covariates using a Cox proportional hazards model.  
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Results 
Enrollment and Baseline characteristics 
 Between August 2007 and April 2009, 25 patients with ALS were randomized to stem cell 
transplantation (n = 17) or placebo (n = 8).  Due to increased patients disabilities and some 
patients became ventilator dependent, only 8 (47.1%) and 2 (25%) subjects completed all the 
MVIC tests and had %predicted FVC performed according to the protocol at 12-month follow-up 
visit in SCT group and placebo group, respectively. However, 11 (64.7%) and 6 (75%) subjects 
were able to complete the ALSFRS at 12-month follow up visit (interviewed via the telephone).  
Demographic data, clinical variables, and primary and secondary outcome variables at baseline 
showed no statistically significant differences between the two treatment groups (Table 2). 
However, the SCT group had trend to have higher arm megascore, grip megascore, and ALSFRS-
R than did the placebo group (Table 2). 
 
Table 2: Baseline patient characteristics 

Variable SCT (n = 17) Placebo (n = 8) p value 
Age, yr 
Male gender, % 
Family history of ALS, % 
Years since symptom onset, yr 
Years since diagnosis, yr 
Limb onset, % 
Weight, kg 
Taking riluzole, % 
Arm megascore 
Leg megascore 
Grip megascore 
ALSFRS-R score 
FVC % predicted 

53.1 (8.4) 
70.6 

0 
2.3 (1.1) 
1.5 (0.9) 

82.4 
60.5 (12.7) 

41.2 
14.7 (9.0) 
57.3 (35.1) 
12.3 (8.1) 
27.8 (8.2) 
45.6 (19.7) 

55.4 (10.3) 
62.5 

0 
2.0 (0.8) 
1.1 (0.7) 

87.5 
51.7 (15.6) 

25 
9.1 (5.1) 

41.7 (30.3) 
6.0 (8.4) 
22.6 (5.8) 
51.0 (15.3) 

0.581 
0.819 
n/a 

0.402 
0.282 
0.896 
0.196 
0.529 
0.062 
0.272 
0.099 
0.086 
0.585 

Values are mean (SD) or % 
SCT = stem cell transfusion; ALSFRS-R = ALS functional rating scale - Revised;  
FVC = forced vital capacity. 
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Efficacy of stem cell transfusion 
 The per-protocol analysis showed that, at month 12, arm megascore as well as leg 
megascore, grip megascore, FVC percentage predicted, and ALSFRS-R declined at the non-
significantly different rates (Table 3). There was also no difference in days to survival end, for 
which was defined as number of days from the procedure date to the death, tracheostomy or 
ventilator-dependent, and loss of contact date, and the all-cause mortality between the two groups 
(Table 4). Interestingly, in the SCT group declined at the lower rate than the placebo in ALSFRS-R 
at month 2, -0.5938 ± 0.247 vs. -2.1875 ± 0.605, p = 0.036 (data not shown). 
 
Table 3: Treatment effects 

Outcome measure 
SCT 

(units/mo) 
Placebo 

(units/mo) 
Slope 

difference 
Percent 

difference 
p value 

Arm megascore (SE) 
Leg megascore (SE) 
Grip megascore (SE) 
FVC %predicted (SE) 
ALSFRS-R (SE) 

-0.7345 (0.141) 
-0.4981 (0.381) 
-0.7438 (0.148) 
-0.5525 (0.295) 
-0.8409 (0.206) 

-0.5292 (0.371) 
-2.157 (0.819) 
-0.633 (0.633) 
-1.3067 (n/a) 

-1.0139 (0.216) 

-0.2053 
1.6585 
-0.1104 
0.7542 
0.1730 

38.8 
76.9 
17.4 
57.7 
17.1 

0.679 
0.251 
0.891 
n/a 

0.572 
Values are shown as means (standard error)  
SE = standard error; SCT = stem cell transfusion; FVC = forced vital capacity;  
ALSFRS-R = ALS functional rating scale – Revised. 
 
 
Table 4: Survival outcome 

Survival outcome 
Stem cell transfusion 

(n = 17) 
Placebo 
(n = 8) 

p value 

Days to the survival end* 
Mortality (%) 

341.6 (24.3) 
17.6 

350.4 (35.2) 
12.5 

0.729 
0.764 

*included death, ventilator dependent, on tracheostomy, and loss to contact 
Values are shown as means (standard error)  
 
 
 



31 

 

Adverse events 
 There were 8 (32%) incidences reported in both groups: a) SCT group (6 events) - 
paresthesia, vertigo, hypertension, and dyspepsia; and b) placebo group (2 events) - ecchymosis, 
and depression. Five of 8 subjects completed 12-month follow-up visit. The subject with 
depression, which developed at 8 months after the procedure date, did not complete the MVIC and 
%predicted FVC for the month-12 visit, but participated in the telephone interview for ALSFRS-R at 
12 months. When compared between the groups, there was no difference in the total numbers of 
reported events in each group as well as the type of adverse events (Table 5). The two subjects 
with paresthesia - one below the 6th thoracic spinal level, and one in the right palm, developed the 
symptom within the session of stem cell transfusion and persisted throughout the study period with 
slight improvement with administration of antineuropathic medications. The two subjects with 
vertigo developed transient vertigo after the session of angiographic procedure with no other 
neurological deficits.  Symptoms in both cases completely resolved within less than 24 hours. In 
one case, the brain imaging (computerized tomography (CT) and CT angiography) was performed 
and the results were within normal limits.  
 
Table 5: Adverse events 

Adverse event 
Total occurrence 

(n = 25) 
SCT 

(n = 17) 
Placebo 
(n = 8) 

p value 

All events 
Paresthesia 
Vertigo 
Hypertension 
Dyspepsia 
Ecchymosis  
Depression 

8 (32) 
2 (8) 
2 (8) 
1 (4) 
1 (4) 
1 (4) 
1 (4) 

6 (35.3) 
2 (11.8) 
2 (11.8) 
1 (5.9) 
1 (5.9) 
0 (0) 
0 (0) 

2 (25) 
0 (0) 
0 (0) 
0 (0) 
0 (0) 

1 (12.5) 
1 (12.5) 

0.771 
0.775 
0.775 
0.889 
0.889 
0.145 
0.145 

Values are shown as number (%) 
SCT = stem cell transfusion 
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Discussion 
 Our double-blind, randomized, controlled, pilot study failed to demonstrate the beneficial 
effect of stem cell transfusion on any of the disease parameters measured at one year after the 
treatment in patients with pretracheostomy ALS. As far as adverse event is concerned, the 
prevalence of adverse effects in the treated patients was not significantly more than the control 
subjects. Therefore, although this study could not demonstrate benefits of stem cell transfusion via 
spinal angiographic procedure, the study could provide another option or approach to deliver stem 
cells to the target in treatment of patients with ALS. 
 Analyzing this negative result is still worthy and may help conduct the future research in 
this area. Several theories supported a potential effect of stem cell in treating ALS such as cell 
replacement, and neurotrophic factors. Data suggested microenvironment as a primary mechanism 
of how stem cells might have effects in ALS(16, 17), since the surrounding glia can influence 
degeneration and death of motor neuron(17) and therapeutic benefit was observed by replacing 
mSOD1 microglia with wild-type microglia in transgenic mSOD1 mice(18). Other than this, 
neurotrophic factors production(19) and stimulation of endogenous repair(20) may contribute to the 
effect.  In human study, one small-sample, uncontrolled, pilot study on treatment with stem cell 
therapy in ALS showed the slow rate of motor and functional decline after treatment with stem 
cells(21). 
 Given the potentiality of stem cell in treating ALS as discussed above, we have conducted 
our study to determine whether stem cell transfusion can restore or slow rate of decline in some of 
the measurements. Negative results in our study might have been attributable to, first, the small 
sample size. The calculated sample size based on the outcome measurement deterioration in 
previous studies of Topiramate(13), Creatine(14), and Celecoxib(15) to detect the efficacy difference 
was at least 59 subjects. We had to stop enrolling new cases after two years due to slow 
recruitment rate. The therapeutic effect was therefore undetected. Second, the life span of stem 
cell in vivo might be limited. This was confirmed by the study of Keller and Snodgrass, which they 
reported that hemotopoietic stem cell could function only for a period of the lifetime of a mouse(22). 
According to this result, the treatment effect might not be further observed if the effect of treatment 
was primarily generated by the production of neurotrophic factor. As seen in our result that showed 
the possible differential effect of stem cell demonstrated by slow rate of ALSFRS-R decline at 2 
months in favor of the treatment. Third, the mean dose of total stem cell used in our study was 
10.88 x 106 cells (range 0.89 x 106 – 19.38 x 106 cells). This amount was lower than that of 57x106  
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(range 7 x 106 – 152 x 106 cells) in the study of Mazzini et al(21), in which showed a positive result. 
Finally, we did not design the study to demonstrate the type and location of migration of 
differentiated cell; therefore, negative result was difficult to determine whether because of lack of 
treatment efficacy, or methodological technique.  
 Different approaches for stem cell administration have been used in various studies 
including direct intraspinal(21, 23), intrathecal(24), and intravenous methods(25). Intra-arterial stem cell 
transfusion has been studied in several neurological and non neurological diseases; e.g. ischemic 
stroke(26), traumatic brain injury(27), peripheral arterial disease(38), and myocardial infarction(29), with 
the hope to increase cell engrafting in the pathologic tissues(25). In ALS, intravenously injected stem 
cells were found in the rat’s central nervous system compared to wild-type brain representing ability 
of stem cells to migrate to the lesion(25). Moreover, in ALS, there was evidence of blood-brain 
barrier disruption and vascular abnormalities, which preceded motor symptoms(30-32).  Hence, spinal 
and/or cerebral (in case bulbar symptoms present) angiogram could have been selected as a 
potential route of stem cell administration. 
 Concerning the adverse events, neurological symptoms; i.e. paresthesia (2 patients) and 
central vertigo (1 patient) were noted in the stem cell transfusion group; however, the overall rate 
of adverse events was not significantly difference between the two groups. In addition, these 
events developed within hours after the transfusion; therefore, they might have rather been related 
to the angiographic procedure, than the effect of stem cell. In Mazzeni et al(21), dysesthesia was 
found after intraspinal stem cell transplantation at the injected point for which the mechanism was 
likely the direct complication of procedure. In another study, transient loss of sensation in lower 
limbs following intrathecal stem cell injection was noted(24). However, in our cohort, the rate of 
neurological complications was higher than that was reported from normal angiographic procedure. 
In the study of Willinsky et al, neurological complications in 2,899 prospective cerebral 
angiographic procedures were reported 1.3 %(33) compared to 12% (3/25 events) in our study. The 
possibility was that the stem cell extract might have high viscosity, thus increasing the risk of 
transient CNS ischemia.    
 To our knowledge, the present study was the first study trying to address the efficiency of 
stem cell therapy administered via spinal and/or cerebral angiogram. Even though the result 
showed no benefit, no serious adverse event was observed. Therefore, this study could provide 
another approach to deliver stem cells to the target in treatment of ALS patients.  Larger sample 
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size, perhaps multiple, and higher doses of stem cell transfusion along with determination of stem 
cell migration by using MRI tagging(34) may be helpful in the future research.  
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